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(57) Abstract 



The invention concerns a method for purifying and eventually analyzing nucleic acids from biological test samples. In said method 
the test sample containing nucleic acid is made to react with an anion-exchanging synthetic resin, which has a preferably high bonding 
affinity with bile acid. The possible existing inhibitors for the eventually ensuing nucleic acid analysis reaction are bonded and separated 
by the anion-exchanging synthetic resin. 

(57) Zusammenfassung 

Es wird ein Verfahren zur Reinigung und gegebenenfalls Analyse von Nukleinsauren aus biologischen Proben beschrieben, wobei das 
Verfahren den Schritt umfafit, daB die Nukleinsaure-haltige Probe mit einem Anionenaustauscher-Kunstharz umgesetzt wird, welches eine, 
vorzugsweise hone, Bindungsaffinitat zu Gallensauren besitzt, wobei die moglicherweise vorhandenen Inhibitoren for die gegebenenfalls 
anschlieflende Nukleinsaure-Analysereaktion an das Anionenaustauscherharz gebunden und abgetrennt werden. 
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Verfahren zur Reinigung und gegebenenf alls Analyse von 
Nukleinsauren aus biologischen Proben 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Reinigung 
und gegebenenf alls Analyse von Nukleinsauren aus biologischen 
Proben . 

Die Reinigung von Nukleinsauren spielt eine zentrale Rolle in 
der Molekularbiologie. Vor allem die DNA dient als 
Ausgangsmaterial ftlr genetische Analysen in der 
labordiagnostischen Forschung und im routinemaftigen Einsatz. 

Die Isolierung von Nukleinsauren wie DNA und RNA aus 
biologischen Proben, insbesondere aus Proben des menschlichen 
Korpers, wie zum Beispiel Blut, Korpersekreten, Gewebeproben, 
Urin, Stuhl u. dergl., zum nachf olgenden Einsatz in genetischen 
Analysen kommt eine besondere Bedeutung zu, insbesondere im 
Hinblick auf ein Screening in der Tumordiagnostik sowie zur 
Diagnose infektioser Agentien wie Viren oder Bakterien. 

So ist zum Beispiel die Analyse der DNA, die aus 

abgeschilf erten Darmepithelzellen von Stuhlproben stammt, von 

besonderem Interesse zur Diagnostik kolorektaler Tumoren. 

Von groftem Interesse ist auch eine Isolierung der Nukleinsaure 

aus dem Vollblut, um die isolierte Nukleinsaure einer 

genetischen Analyse zuganglich zu machen. 

Insbesondere soli die dabei anfallende DNA in hoher Reinheit 
vorliegen und direkt den erforderlichen Folgereaktionen 
unterworfen werden konnen. 



WO 98/12351 



PCT/EP97/05129 



Eine Nukleinsaure-Diagnostik unter Einsatz von DNA- 
Amplif ikat ions ansa tzen, insbesondere der Polymer as e- 
Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, im Folgenden mit PCR 
5 abgekiirzt) (s. Saiki, R., Gelfand, D. H., Stoffel, S., Scharf, 
S.J., Higuchi, R., Horn, G.T., Mullis, K.B., Erlich, H . A. 
(1988), Science 239: 487-491), eroffnet vielfaltige Ansatze zu 
einer spezifischen und zugleich sensitiven DNA-Diagnostik, z.B. 
von Tumoren im Frtlhstadium, die nicht belastend und filr ein 
10 Screening gut geeignet sind. Aufgrund der haufig geringen DNA- 
Menge, die aus einer definierten biologischen Probe, wie 
beispielsweise bei Stuhlproben, isoliert werden kann, scheinen 
DNA-Amplif ikationsansatze wie die PCR-Technik eine geeignete 
Methode zur Vervielf altigung der interessierenden DNA zu sein. 

15 

Hauptschwierigkeiten stellen jedoch Inhibitoren dar, die bei 
der Anwendung gangiger Extraktionsmethoden gemeinsam mit der 
Nukleinsaure der biologischen Probe isoliert werden, und die 
die in den Nukleinsaure-Amplif ikationsansatzen einzuset zenden 
20 Enzyme inhibieren. So hat sich herausgestellt , dafi die fiir die 
PCR er forderliche DNA-Polymerase inhibiert wird. Insbesondere 
Stuhlproben und Vollblut sind kritische biologische 
Ausgangsproben, da sie mit relativ groften Mengen an Inhibitoren 
behaf tet sind. 

25 Die durch die Reinigung und Isolierung anfallende Nukleinsaure 
(DNA, RNA) soli in hoher Reinheit vorliegen und direkt den 
erforderlichen Folgereaktionen unterworfen werden konnen. Die 
Inhibitoren miissen daher effizient und selektiv abgetrennt 
werden. 

30 Oblicherweise wird die DNA aus Zellen isoliert. Dabei werden 
Zellen beispielsweise unter stark denaturierenden und 
gegebenenf alls reduzierenden Bedingungen auf geschlossen . Weit 
verbreitet ist der AufschluB der Zellen mit denaturierenden 
Substanzen, z. B. Detergenzien, und die Verwendung von 
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bestimmten Enzymen zum Abbau von Proteinen und Nukleinsauren . 
So wird beispielsweise Ttfatriumdodecylsulf at (SDS) als 
denaturierendes Agens verwendet, Proteinase K zum Abbau von 
Proteinen und RNase A zur Degradation von Ribonukleinsauren 
(RNA) . Zur vollstandigen Denaturierung von Proteinen wird die 
DNA-haltige Losung mit dem organischen Losungsmi ttel Phenol 
extrahiert. Durch die anschliefiende Ethanolprazipitation 
erfolgt die Konzentrierung der DNA und gleichzeitig die 
Entfernung verbleibender Phenolreste aus der deproteinierten, 
wassrigen Losung. (Maniatis, T., Fritsch, E. F. and Sambrook, 
S. (1982), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring 
Harbor University Press, Cold Spring Harbor) . 

Die mit einem solchen Verfahren gewonnene DNA, z.B. aus 
abgeschilferten Darmepithelzellen von Stuhlproben, eignet sich 
nur begrenzt fur den Einsatz in die sich anschlieUenden 
Folgereaktionen, insbesondere enzymatische 
Amplif ikationsreaktionen, wie die PCR. So belegen jungere 
Daten, daft sich nur in 103 Fallen von insgesamt 230 
extrahierten Stuhlproben (Effizienz von 44,7%) die DNA mittels 
PCR amplif izieren lafit (Villa, E . , Dugani, A., Rebecchi, A.M., 
Vignoli, A., Grottola, A., Buttafoco, P., Losi, L., Perini, M . , 
Trande, P., Merighi, A., Lerose, R. and Manenti, F. (1996), 
Gastroenterology: 110:134 6-1353) . 

Deuter et al . verof f entlichten 1995 eine Methode zur Isolierung 
von DNA aus Stuhlproben, die das beschriebene Verfahren 
zeitlich verkurzt und vereinfacht {Deuter, R., Pietsch, R., 
Hertel, S. and Miiller, O. (1995), Nucl, Acids Res., 23:3800- 
3801) . Die sich im Stuhl befindlichen abgeschilferten 
Darmepithelzellen werden lysiert und mit einem Adsorbens 
(Kartof felmehl oder Kartof f elstarke oder Rinderserumalbumin) 
enthaltenden Puffer extrahiert. Zum Abbau von Proteinen, z.B. 
nukleinsaurespaltenden Enzymen, wird die DNA-haltige Losung mit 
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der Proteinase K inkubiert. Die zeitliche Verkilrzung dieses 
Verfahrens beruht darauf, daft die Phenolextraktion und 
anschlieBende Ethanolf allung durch die Verwendung von 
Zentrifugationssaulchen (QIAamp spin columns, QIAGEN GmbH) 
5 ersetzt werden. Wahrend die DNA reversibel an eine 

Silikamembran in der Saule bindet, werden storende Verbindungen 
durch die Verwendung eines geeigneten Waschpuffers infolge der 
Wirkung von Zentrif ugalkraf ten durch die Membran gepresst und 
somit abgereinigt. Durch Zugabe eines geeigneten Puffers wird 

10 die gereinigte DNA infolge eines Zentrif ugationsschrittes von 
der Saule eluiert. Da sich jedoch Flussigkeiten nicht 
vollstandig aus solchen Membranen entfernen lassen, hat man 
immer mit einem Verlust der DNA-Ausbeute zu rechnen. 
Die nach diesem Verfahren gewonnene DNA liegt nicht in 

15 ausreichend guter Qualitat (A 2 6o/A 2 8o = 1/5) und Menge (2 yg 

DNA/200 mg Stuhlprobe) vor. Folgereaktionen, insbesondere die 
PCR, erfordern eine hohe und reproduzierbare Ausbeute der DNA- 
Rohpraparate unter gleichzeitiger intensiver Abreinigung 
storender Inhibit or en. 

20 Die Ampli f ikat ion eines definierten Gens/Genabschnitts der nach 
der von Deuter et al. beschriebenen Methode praparierten DNA 
mittels einer einfachen PCR zeigt eine Effizienz von 16 %. Auch 
durch eine nachfolgende Phenolextraktion dieser DNA lafit sich 
die Amplif ikationsef f izienz nur von 16 auf 40 % erhohen. 

25 Lediglich die Anwendung einer verschachtelten ("nested") PCR, 
die sich durch eine erhohte Empf indlichkeit und Sensitivitat, 
bei gleichzeitiger Ausdiinnung potentieller Inhibitoren, 
auszeichnet (Newton, C.R. and Graham, A. (1994), PCR f Spektrum 
Akademischer Verlag Heidelberg, Bundesrepublik Deutschland) , 

30 erzielt eine erhohte Amplif ikationsausbeute von 66 %. 

Es ist wiinschenswert , die DNA in ausreichender Menge und in 
reproduzierbar guter Qualitat zu isolieren, so daft definierte 
Gene/Genabschnitte in einer einfachen, d.h. nicht 
verschachtelten, PCR verviel f al tigt werden konnen. Die 
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Durchfuhrung einer verschachtelten PCR zeigt sich fur bestimmte 
Anwendungen (z. B. routinemafte Untersuchungen im diagnostischen 
Labor) nachteilig, da hier die Rate der falsch Positiven durch 
Produktkontaminationen erhoht ist. 

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe besteht somit in der 
Bereitstellung eines verbesserten Verfahrens zur Reinigung bzw. 
Isolierung von Nukleinsauren (DNA, RNA und dergl.) aus 
ungereinigten biologischen Proben wie Vollblut Oder 
Stuhlproben; dabei soil die Nukleinsaure in ausreichender Menge 
und Reinheit vorliegen, so daft sie den erforderlichen 
Folgereaktionen unterworfen werden kann. Die Effizienz fUr .eine 
nachfolgende Nukleinsaure-Analysereaktion, insbesondere fiir 
Amplif ikationsansatze wie die PCR, soil gesteigert werden. 

Diese Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zur Reinigung, 
gegebenenf alls auch Analyse von Nukleinsauren aus biologischen 
Proben, wobei das Verfahren den Schritt umfaflt, dafl die 
Nukleinsaure-haltige Probe mit einem Anionenaustauscher- 
Kunstharz umgesetzt' wird, welches eine Bindungsaf finitat zu 
Gallensauren besitzt, wobei Inhibitoren fur die gegebenenf alls 
anschlieflende Nukleinsaure-Analysereaktion an das 
Anionenaustauscherharz gebunden und abgetrennt werden. 

Ein charakertistisches Merkmal der vorliegenden Erfindung 
besteht in der Verwendung eines Gallensaure-bindenden 
Anionenaustauscher-Kunstharzes . 

Die Bindungsaf finitat des Anionenaustauscher-Kunstharzes 
gegenuber Gallensauren, die vorzugsweise hoch ist, ist ein 
Maftfaktor dafur, dafl die Inhibitoren fur die gegebenenf alls 
anschliefiend durchzuf Uhrende Nukleinsaure-Analysenereaktion, 
beispielsweise in der PCR-Reaktion, effizient gebunden und 
somit abgetrennt werden, wahrend Nukleinsauren nicht oder 
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schwacher gebunden werden und somit leicht wiedergewonnen 
we r den konnen. 

Der Grund, weshalb ein Anionenaustauscher-Kuns tharz mit starker 
5 Affinitat gegeniiber Gallensauren sehr effizient die Inhibitoren 
bindet und abtrennt, ist nicht klar. Es kann jedoch vermutet 
werden, daft - obgleich Gallensauren selbst offenbar nicht die 
Inhibitoren von Nukleinsaure-Analysereaktionen darstellen - die 
Gallensaurestruktur mit der einerseits permanent negativen 

10 Carboxyl-Ladungsgruppe und dem andererseits relativ 

hydrophoben, in (3-Stellung methylierten Steroid-Struktur- 
bereich, welcher aber seinerseits Ublicherweise durch 
hydrophile Hydroxylgruppen in a-Stellung derivatisiert ist, 
of f ensichtlich relativ gut die in den Inhibitoren vorliegende 

15 grobe Strukturverteilung widerspiegelt , so daft eine analog 
starke Affinitat zu den Inhibitoren besteht. 

Ein weiteres Uberraschendes Ergebnis der vorliegenden Erfindung 
ist die sehr gute Selektivitat des Anionenaustauscher-Har zes, 
das die Affinitat zu Gallensauren besitzt, zur Bindung der 

20 Inhibitoren im Vergleich zur Bindung der Nukleinsaure, die in 
Gegenwart der Inhibitoren nicht oder schwacher gebunden werden. 
Gleichzeitig wird durch das erf indungsgemafte Verfahren die 
Nukleinsaure in hoher Reinheit zur Verfugung gestellt, 
typischerweise in einem liber die Absorptionswerte bei 260 nm 

25 und 280 nm erhaltenen Verhaltnis A 2 6o/A 2 eo von uber 1,5, 
insbesondere von liber 1,7. 

Durch das erf indungsgemafte Verfahren wird eine ausreichende 
Abreinigung von Inhibitoren fUr gegebenenf alls anschlieftende 
Nukleinsaure-Nachweisreaktionen unter gleichzeit igem Erhalt 
30 einer gentigend hohen Nukleinsaure-Konzentration sichergestellt . 

Die fur das erf indungsgemaft eingesetzte Kunstharz 
charakteristische Bindungsaf f ini tat gegeniiber Gallensauren, 
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wobei typische Gallensauren wie Cholsaure in Betracht kommen, 
liegt geeigneterweise im Bereich einer gegeniiber z.B. Cholsaure 
ermittelten durchschnittlichen Bindungskapazitat von mindestens 
0,1 Aquivalente Cholsaure pro kg trockenem Kunstharz (eq/kg) . 
Vorzugsweise betragt die durchschnittliche Bindungskapazitat 
mindestens 0,5, weiter bevorzugt mindestens 1,0 und 
insbesondere mindestens 2,0 Aquivalente Cholsaure pro kg 
trockenem Kunstharz, 

Die Bindungskapazitat gegenUber Gallensauren kann ermittelt 
werden durch Umsetzen einer definierten Menge an trockenem 
Kunstharz (50 g) mit einer angemessen konzentrierten 
Gallensaurelosung (1 gew.-%tige wassrige Losung von Cholsaure) 
bei geeigneten Bedingungen bzgl . pH-Wert und Ionenstarke (z.B. 
pH 6,3 bei 0,9 gew.%-iger NaCl-Konzentration) . Cholsaure la/it 
sich leicht quantif izieren (s. z.B. J.L.Irvin et al . in 
„J.Biol.Chem. x \ 153, 439 (1944)). 

Die Gesamt-Chloridaustauschkapazitat des erf indungsgemafl 
eingesetzten Kunstharzes, bestimmt mittels iiblicher 
Titrationsmethode, betragt vorzugsweise mehr als 4 eg/kg. Es 
ist aber zu berucksichtigen, daii die Gesamtzahl der aktiven, 
verfugbaren Anionenaustauschstellen nicht das eigentlich 
maflgebliche Kriterium zur wirksamen Bindung der Inhibitoren 
darstellt. Die in der Natur des Gallensaure-bindenden 
Kunstharzes zugrundeliegende Charakteristik spielt hier eine 
weitere spezifische Rolle. 

Die Qualitat der Bindung bzw. Abtrennung der Inhibitoren kann 
indirekt ermittelt werden durch die Bestimmung der Effizienz 
einer anschlieftenden Nukleinsaure-Analysereaktion . Eine Bindung 
bzw. Abtrennung der Inhibitoren ist dann erreicht, wenn in der 
anschlieftenden Nukleinsaure-Analysereaktion eine Steigerung der 
Effizienz feststellbar ist, wobei die Effizienz vor der 
erfindungsgemaiJen Reinigung, insbesondere bei durch Inhibitoren 
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stark verunreinigten Proben, bei null liegen kann. Fur einen 
Vergleich ist allerdings aufgrund der unterschiedlichen Menge 
und Heterogenitat der Inhibitoren je nach biologischer Probe 
von der Untersuchung derselben biologischen Probe auszugehen. 
5 Zum Beispiel bei Stuhlproben, die einen besonders hohen Gehalt 
an stofflich bisher nicht charakterisierten, heterogenen 
Inhibitor-Substanzen aufweisen, sollte wiinschenswerterweise in 
einem Qualitatstest eine Effizienz von mindestens 40%, 
vorzugsweise mindestens 60% und insbesondere mindestens 70% 

10 erreichbar sein. Die Effizienz ist dabei definiert als der 

prozentuale Anteil der spezifisch f estzustellenden PCR-Produkte 
in einem PCR-Analyseansatz, wobei eine einfache PCR-Reaktion, 
vorteilhaf terweise aber unter Einsatz von Tragerprotein, 
durchgeftihrt wird, beispielsweise gemaft der untenstehenden 

15 Beispiele. 



Ein weiteres, uberrachendes Ergebnis ergab sich aus einem 
Vergleich zu anderen, in Betracht kommenden, herkommlichen 
basischen Anionenaustauscher-Materialien, wie einem FPLC- 

20 MonoQ™-System, dem sogenannten GeneReleaser™-System, einem 

Diethylaminoethyl-Celluloseionenaustauscher (DEAE-Sephacell™; 
DE-52) oder dem Qiagen™-Silika-Mater ial : Obwohl es sich urn das 
gleiche Prinzip eines Anionenaustausches handelt, bindet das 
erf indungsgemafi eingesetzte Anionenaustauscher-Harz die 

25 Inhibitoren aus dem biologischen Ausgangsmaterial selektiver 
und effektiver, so daft die nachf olgenden Nukleinsaure- 
Analysereaktionen bereits bei Anwendung einer einfachen PCR 
sehr hohe Amplif ikationsraten erbringen. Gemafi der Erfindung 
ergeben sich wesentlich bessere Resultate, und zwar bereits 

30 beim Einsatz einer geringeren Menge an Anionenaustauscher-Harz, 
und ferner sind eine geringere Anzahl an Extraktionsschritten 
erf orderlich; in der Regel reicht ein Inkubationsschritt aus. 



WUWlZJSl PCT/EP97/05129 

-9- 

Ein Vergleich herkbmmlicher DNA-Reinigungs- und Isolier- 
verfahren wurde vor kurzem von A.Kramvis et al . beschrieben in 
„Journal of Clinical Microbiology", 34, 2731-2733 (1996) . 

Die mit der Erfindung erzielbare, selektive Abtrennung der 
Inhibitoren wird auch bei ungereinigten Ausgangsproben 
erreicht . 

So hat sich das erf indungsgemafie Verfahren als besonders 
wirksam erwiesen bei bisher sehr problematischen 
Ausgangsproben, z.B. bei Vollblut, das mit Citrat und EDTA oder 
der vermutlich PCR-inhibierenden Substanz Heparin behandelt 
wurde, sowie bei Stuhlproben, die aus der Lyse von im Stuhl 
abgeschilferten Darmepithelzellen stammen und einen hohen 
Anteil an nicht bekannten Inhibitoren aufweisen. 
Selbstverstandlich sind die Vorteile der Erfindung aber auch 
bei Anwendung auf beliebig andere biologische Proben erzielbar, 
beispielsweise anderen Proben aus dem menschlichen Kdrper, wie 
Korpersekreten, Gewebeproben, Urin u. dergl. 

Das erf indungsgemafi eingesetzte Anionenaustauscher-Kunstharz 
ist ein basisches, insbesondere stark basisches Polymermaterial 
hohen Molekulargewichts (beispielsweise im 

Molekulargewichtsbereich von uber 0,5 • 10 6 , wie von 0,5 bis 
10 • 10 6 , insbesondere 1 bis 5 • 10 6 ) , welches im allgemeinen 
aus einem mit tertiaren und/oder quartaren Ammoniumgruppen 
modifizierten organischen Polymer oder Copolymer aufgebaut ist 
und dessen charakteristisches Merkmal die vorstehend 
beschriebene Affinitat zu Gallensauren ist. 

Das Harz-Polymer ist dabei auf besonders geeignete Weise 
gebildet aus einem Polystyrol, welches durch Divinylbenzol, 
vorzugsweise mit einem Anteil von 0,5 bis 5 Gew.-% und 
insbesondere von 1-3 Gew.-% Divinylbenzol quervernetzt ist 
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und in dessen Netzstruktur quartare Ammoniumgruppen, 
geeigneterweise in Form von Benzyltrimethylammoniumgruppen, 
eingebaut sind- 

Ein Beispiel ftir ein Anionenaustauscher-Kunstharz diesen 
5 Polymer-Typs, das eine hohe Affinitat zu Gallensauren besitzt 
und bei dessen Einsatz ausgezeichnete Resultate erzielt wurden, 
ist Colestyramin (mittlere Bindungskapazitat von Colestyramin 
gegentiber Cholsaure = 2,2 Aquivalente pro kg Harz- 
Trockengewicht) . Colestyramin ist der internationale Freiname 

10 fur das Plasma-Cholesterinspiegel senkende Copolymere von 
Styrol (Vinylbenzol) und etwa 2 % Divinylbenzol mit in die 
Netzstruktur eingefUgten quartaren Ammoniumgruppen. Das 
Colestyramin-Granulat ist auf dem medizinisch-therapeutischen 
Gebiet bekannt als ein stark hydrophiles, wasserlosliches, 

15 basisches Anionenaustauscherharz zur Bindung von Gallensauren 
bei Gallensaurenverlustsyndromen und als Lipidsenker zur 
Behandlung von Hypercholesterinamie . Der Lipidsenker 
Colestyramin wird von der Firma STADApharm vertrieben. 

20 Weitere Beispiele ftlr einen, zum Einsatz fiir die vorliegende 
Erfindung grundsatzlich gut geeigneten Kunstharz-Typ bilden 
vernetzte Polyalkylamin-Anionenaustauscherhar ze . Das vernetzte 
Polyalkylamin-Anionenaustauscherharz ist dabei in der Regel als 
Copolymer aus einem Poly (niedrig) alkyl-Polyamin, beispielsweise 

25 Diethylentriamin oder Tertaethylenpentamin, mit Epichlorhydrin 
(l-Chlor-2, 3-epoxypropan) gebildet- 

Ein Beispiel fiir ein Anionenaustauscher-Kunstharz diesen 
Polymer-Typs, das eine hohe Affinitat zu Gallensauren besitzt 
und bei dessen Einsatz ebenfalls ausgezeichnete Resultate 
30 erzielt wurden, ist Colestipol (mittlere Bindungskapazitat von 
Colestypol gegentiber Cholsaure =1,1 Aquivalente pro kg Harz- 
Trockengewicht ) ♦ Colestipol ist der internationale Freiname fiir 
das Serum-Cholesterinspiegel senkende Copolymere von 
Diethylentriamin und Epichlorhydrin. Das 
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Colestipolhydrochlorid-Granulat ist ebenfalls an sich bekannt 
als ein wasseruniesliches, basisches Anionenaustauscherharz 
zur Bindung von GallensSuren bei Gallenstauung und 
Hypercholesterinamie (Lipidsenker) . Colestipolhydrochlorid 
wurde von der Firma Upjohn entwickelt und kam 1977 auf den 
Markt . 

Korrelierend mit der erhohten Gallensaure-Bindungsaf f initat ist 
die Reinigungsef fizienz gegenUber den Inhibitoren beim Einsatz 
von Colestyramin im Vergleich zu Colestipol weiter erhbht. 

Die das Kunstharz aufbauenden Polymere schlieften neben den 
zuvor genannten Copolymeren auch andere Polymere und Copolymere 
sowie den Einsatz von substituierten Vertretern der die 
Copolymere aufbauenden, beispielhaft genannten Monomere ein, 
sofern in Analogie mit der Bindungsf ahigkeit zu Gallensauren 
die moglicherweise vorhandenen Inhibitoren in durch die 
Ef f izienzsteigerung der anschliefienden Nukleinsaure-Analyse- 
reaktion f eststellbarem Mafie gebunden und abgetrennt werden. 

Desweiteren kdnnen die erf indungsgemafi eingesetzten 
Anionenaustauscher-Harze weitere, an sich bekannte Additive in 
tiblichen Mengen enthalten, wie z.B. Fliefimittel. 
Zur Ladungsabsattigung enthalt das Anionenaustauscher-Harz 
zudem geeignete Salzpartner; die tertiaren Ammoniumgruppen 
liegen geeigneterweise in der Hydrochlorid-Form vor, wahrend 
quartare Ammoniumgruppen geeigneterweise mit Chlorid assoziiert 
sind. 

Vor der Umsetzung der Probe kann das einzusetzende Harz 
zunachst in geeigneter Trockenform vorliegen, beispielsweise 
als Granulat, oder es kann bereits in einer wassrigen 
Suspension vorliegen. Wird vom trockenen Harz ausgegangen, 
empfielt es sich, das Harz in einem geeigneten Puffer 
vorzuquellen, um wegen der hygroskopischen Eigenschaf ten des 
Harzes Verluste des FlUssigkeitsvolumens der verwendeten 
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biologischen Probe zu vermeiden. Die zur Umsetzung eingesetzte 
Harzsuspension ist iiblicherweise gepuffert, geeigneterweise im 
Bereich von schwach sauer (etwa pH 5-6) bis schwach basisch 
(etwa pH 9-10) . 

5 

Als Nukleinsaure kommen alle Nukleinsaurearten, insbesondere 
DNA und RNA, in Frage. Aufgrund der grofteren Bedeutung, vor 
allem aber weil Nukleinsaure-Amplif ikationsreaktionen in der 
Regel auf DNA-Proben aufgebaut sind (vgl. die PCR) , wird die 
10 Erfindung im Folgenden stellvertretend vor allem zur Reinigung 
bzw. Isolierung von DNA weiter beschrieben. 

Bei biologischen Ausgangsproben, bei denen die zu isolierende 
Nukleinsaure intrazellular vorliegt, wie beispielsweise 
15 abgeschilf erte Darmepithelzellen enthaltende Stuhlproben, sind 
die Zellen zunachst zu lysieren, urn das intrazellulare Material 
auf zuschliefren . 

Die Lyse bzw. der Aufschluft der Zellen kann durch eine 
20 gleichzeitige physikalische und chemische Einwirkung auf die 
kdrperzellenhaltige Probe erzielt werden. Das Probenmaterial 
kann vor der Lyse in tief gef rorenem Zustand (-80 °C) vorliegen. 
Im Lysepuffer ist geeigneterweise ein denaturierendes Agens, 
z.B. Natriumdodecylsulf at (SDS) oder andere Detergentien 
25 enthalten, welches den chemischen Aufschluft der Zellen bewirkt, 
wahrend das Verruhren der Suspension, beispielsweise mit einem 
automatischen, mechanischen Ruhrsystem, den mechanischen 
Aufschluli begUnstigt. Bei Stuhlproben hat sich gezeigt, daft bei 
sehr fester Konsistenz ein kraftiges Durchmischen der Probe mit 
30 einem ReagenzglasschUttler die Folgeanwendungen erleichtert- 
Durch einen Zentrif ugationsschritt konnen Zelltrummer, 
unverdaute Nahrungsmittelreste oder andere Makroreste entfernt 
werden . 
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Anschliefiend an die Lyse erfolgt die Behandlung des 
Nukleinsaure-haltigen Zellysats mit dem erf indungsgemafi 
eingesetzten, speziellen Anionenaustauscher-Harz . Das Harz kann 
in diesem Fall geeigneterweise in dem Lysepuffer vorgequellt 
werden . 

Es hat sich gezeigt, dafi bereits ein einmaliges Umsetzen des 
erf indungsgemafi eingesetzten Anionenaustauscher-Harzes eine 
ausreichende selektive Abreinigung der Inhibitoren ermbglichte. 
Die eingesetzte Menge des speziellen Kunstharzes betragt 
vorzugsweise 10 Gew.-% und weniger, bezogen auf das 
Gesamtgewicht der behandelten Probe. Oberhalb dieser Menge kann 
die Tendenz bestehen, daft nicht nur die Inhibitoren, sondern 
auch die gewiinschte Nukleinsaure in zunehmendem Mafte an das 
Harz gebunden wird. 

Es hat sich herausgestellt, da/5 eine zu haufige Wiederholung 
der batch-weisen Extraktion, insbesondere bei hohem 
Mengeneinsatz von uber 10 Gew.-% sehr stark Gallensaure- 
bindender Kunstharze, zu einer nachteiligen Reduzierung der 
Nukleinsaure-Menge fiihren kann. Die Ursache hierfur ist unklar. 
Es wird vermutet, daii das spezielle Harz zunachst die 
Inhibitoren bindet und dadurch abgesattigt wird. Fehlen jedoch 
die Inhibitoren in der wassrigen Losung, kann das spezielle 
Harz aufgrund seiner Ladungseigenschaf ten verstarkt die 
Nukleinsaure binden. 

Eine wassrige, bis 10 gewichts-%ige, insbesondere 5 bis 10 
gewichts-%ige Suspension des Kunstharzes bindet die Inhibitoren 
in ausreichender Menge und setzt gleichzeitig die Menge der in 
der wassrigen Lbsung vorliegenden DNA nicht oder nur 
unwesentlich herab. 

Geeigneterweise steht dabei die eingesetzten Menge an Kunstharz 
zu der Haufigkeit der Umsetzung in einem umgekehrten 
Verhaltnis. Das heifit, bei einem relativ hohen Gehalt, 
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insbesondere bei 7,5 bis 10 Gew.-% Harzsuspension in wassrigem 
Medium, ist eine einmalige Umsetzung vorzuziehen, wahrend im 
mittleren Gehaltsbereich, etwa von 2,5 bis 7,5 Gew.-% und 
insbesondere urn 5 Gew.-% (± 1 Gew.-v), eine zwei- oder mehr- 
5 malige Umsetzung bessere Resultate liefert. Das vorzugsweise zu 
wahlende Verhaltnis von Harzgehalt zu Haufigkeit der Umsetzung 
hangt aber auch von dem jeweils zu untersuchenden 
Probenmaterial ab. So ist bei Stuhlproben ein einmaliges 
Umsetzen mit 10 Gew.-% oder ein zweimaliges Umsetzen mit 
10 jeweils 5 Gew.-% Copolymer-Harz gut geeignet. Bei Vollblut sind 
Gehaltsbereiche unter 5 Gew.-% vorzuziehen, wobei ein 
zweimaliges Umsetzen mit jeweils 2,5 Gew.-% Copolymer-Harz 
besonders gut geeignet ist.. 



15 Beim Umsetzen wird am einfachsten die Nukleinsaure-haltige 
(ggf. nicht vorgereinigte) Probe mit der Harz-Suspension 
versetzt, sehr gut gemischt, und dann wieder vom Copolymeren- 
Harz abgetrennt. Letzteres kann bequem durch ein 
Abzentrif ugieren des Harzgranulats erfolgen. 

20 Das Umsetzen kann aber auch mittels einer Trennung liber ein das 
spezielle Anionenaustauscher-Harz einsetzende Chromatographies 
System erfolgen. 

Anschliefiend an die Inhibitorabreinigung kann die DNA weiter 
25 gereinigt und isoliert werden. Vorteilhaft ist es, hierfur 

zunachst unspezifisch wirkende Proteinasen wie die Proteinase K 
einzusetzen, urn Proteine und Nukleinsaure-spaltende Enzyme 
abzubauen. Danach erhalt man eine viskose, gallertartige 
FlUssigkeit. Daraus wird die DNA vorzugsweise mittels 
30 Phenolextraktion und anschlieftender Ethanolprazipitation aus 
der wassrigen Phase isoliert. Alternativ lalit sich die DNA 
durch die Verwendung eines Detergens, beispielsweise eines 
chaotropen, Guanidin-haltigen Detergens (wie DNAzol™ von Gibco 
BRL) , mit anschliefiender Ethanolf allung aus der wassrigen Phase 
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isolieren. Dazu wird die DNA-haltige, mit Proteinase K verdaute 
Losung mit dem Detergens und Ethanol versetzt und sofort durch 
einen Zentrifugationsschritt pelletiert. Da weder organische 
Losungsmittel (Phenol, Chloroform) eingesetzt werden, noch 
mehrere Zentrif ugationssschritte zur Extraktion notig sind, ist 
dieses Verfahren sehr anwenderf reundlich und zeitersparend . Die 
Verwendung von organischen Ldsungsmitteln wie Phenol oder 
chaotropen Detergentien zur Isolierung von DNA kann alternativ 
durch den Gebrauch von fur diesen Zweck bekannten 
Zentrifugationssaulchen ersetzt werden, beispielsweise durch 
QIAamp-spin columns™ von Qiagen™. Hierbei eignet sich zur 
Zellyse sowohl ein Proteinase K-Verdau, sowie die Verwendung 
von kommerziell erhaltlichen Lysepuffern (z. B. AVL-Puffer des 
QIAamp Viral RNA Kits™ von Qiagen, Hepatitis C Virus- 
Lysereagenz des Amplicor HCV Kits™ der Hoffmann-La Roche AG) . 
Bei der Verwendung der kauflichen Lysepuffer erfolgt die 
Behandlung der Proben analog dem jeweiligen Protokoll der 
Hersteller. 

An die Reinigung bzw. Isolierung der DNA bzw. RNA konnen sich 
dann - je nach Wunsch - Folgereaktionen anschlielien . Die 
hierfiir erf orderliche Qualitat der Nukleinsaureprobe wird durch 
das erf indungsgemafte Verfahren zur Verfugung gestellt. Die 
erf indungsgemafie Verf ahrensweise gewahrleistet eine Preparation 
der Nukleinsaure mit hoher Ausbeute (beispielsweise 10-20 ug 
DNA pro 200 mg Stuhlprobe) und Reinheit (A 260 /28o = 1,7 - 1,9) 
unter Abreinigung von Inhibitoren enzymatischer Reaktionen und 
erlaubt es, eine qualitativ reproduzierbare Analytik 
durchzufuhren, insbesondere in Kombination mit enzymatischen 
Verfahren zur Amplif ikation von DNA. 

Es hat sich herausgestellt, daft das erf indungsgemaBe Verfahren 
in besonders gunstiger Weise mit einer PCR-Amplif ikation 
kombiniert werden kann, wobei bereits eine einfache PCR in uber 
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60 %, teilweise in tiber 80 % aller untersuchten Stuhlproben zum 
Erfolg fiihrte. 

Bei einer Amplif ikation der isolierten Stuhl-DNA mittels einer 
verschachtelten PCR konnte sogar in bis zu 100 % der getesteten 
5 Proben das erwartete Amplifikat erhalten werden. 

Die gemaft dem er f indungsgemafien Reinigungsver f ahren gereinigte 
bzw. isolierte DNA wird vorzugsweise einer PCR unterworfen, die 
in Gegenwart eines Tragerproteins, wie Rinderserumalbumin 

10 (BSA) , ausgefuhrt wird. Die Tragerproteinkonzentration wird 
dabei hoch gewahlt, vorzugsweise mehr als 50 pg/ml. Sehr gute 
Amplif ikationsraten haben sich bei Tragerprotein- 
Konzentrationen im Bereich von 120 - 200 pg/ml ergeben. 
Weiterhin wirken sich relativ hohe Konzentrationen an fur die 

15 PCR erforderlichen Nukleotiden (Desoxyribonukleosid- 

Triphosphate) , Primer und DNA-Polymerasen wie der Tag- DNA- 
Polymerase vorteilhaft aus. Die Nukleotidkonzentrationen liegen 
vorzugsweise im Bereich von 150-225 pM. Gleichzeitig liegt die 
Primerkonzentration im Bereich von 0,75 bis 1,25 pM. Der Gehalt 

20 an DNA-Polymerase liegt geeigneterweise im Bereich von 2 bis 3 
Units pro 50 pl-Ansatz. 

Die Amplif ikation erfolgt hinsichtlich der beabsichtigten 
routinemaftigen Anwendung im diagnostischen Labor vorzugsweise 
durch eine einfache PCR, in der 30-35 Temperaturzyklen 
25 durchlaufen werden. 

Die Erfindung wird anhand der nachf olgenden Beispiele naher 
erlautert. 



30 
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Isolierung von DNA aus einer Stuhlprobe: 

200 rag Stuhlmaterial wird fur die Dauer von mindestens einer 
Stunde bei -80 °C tief gef roren, anschliefiend mit 600 pi 
Lysepuffer (500 mM Tris, 75 mM EDTA, 10 mM NaCl, 1 % SDS, pH 
9,0) versetzt und homogenisiert . Die lysierte Probe wird 10 
min. bei 4 °C und 6000 x g in einer Eppendorf-Tischzentrif uge 
zentrifugiert, urn grobe Stuhlpartikel, Zelltriimmer, Bakterien 
und Nahrungsmittelreste abzutrennen. Der Oberstand wird ein 
zweites Mai bei 4 °C, 20000 x g 10 min. zentrifugiert. DerDNA- 
haltige Oberstand wird mit dem gleichen Volumen einer 
Colestyramin-Ldsung (5 % Colestyramin in Lysepuffer) versetzt, 
gut durchmischt, 2 min. bei Raumtemperatur inkubiert und wie 
oben beschrieben bei 20000 x g zentrifugiert. Nach einer 
Wiederholung dieses Extraktionsschrittes wird der klare 
Oberstand mit der Proteinase K (Endkonzentration 100 ug/ml) 2 
Stunden bei 56 °C inkubiert. Die verdaute Probe wird mit dem 
gleichen Volumen einer Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Losung 
(25:24:1) versetzt, gut durchmischt und 5 min. bei 
Raumtemperatur und 20000 x g abzentrif ugiert . Die wassrige, 
obere Phase wird ein weiteres Mai mit dem gleichen Volumen 
einer Chloroform- Isoamylalkohol-Losung (24:1) versetzt und wie 
oben beschrieben zentrifugiert. Aus der wassrigen, oberen Phase 
kann die DNA durch eine Ethanolprazipitation, durch Zugabe von 
1/10-Volumen 3 M Natriumacetat, pH 5,2 und 2,5-fachem Volumen 
100 %igem Ethanol, pelletiert werden. Das in 75 %igem Ethanol 
gewaschene und bei Raumtemperatur getrocknete DNA-Pellet wird 
in 100 pi destilliertem Wasser geldst. Die DNA-Ausbeute betragt 
10-15 pg pro 200 mg Stuhlprobe mit einem A 26 o/2eo-Verhaltnis von 
1,7. 5 pi dieser DNA- Lo sung werden zur Amplif ikation 
definierter Gene/Genabschnitte in einem 50 pl-PCR-Ansatz 
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eingesetzt. Das Amplif ikationsgemisch setzt sich wie folgt 
zusammen: 

10 mM Tris-HCl, pH 8,3 
50 mM KC1 
5 2, 0 mM MgCl 2 

200 iiM jedes dNTP 

160 pg/ml Rinderserumalbumin (BSA) 
1 pM jeder Primer 

2,5 U Tag-DNA-Polymerase pro 50 pl-Ansatz 



Beispiel 2 

Alternative Isolierung von DNA aus einer Stuhlprobe: 

15 

200 mg Stuhlmaterial wird fur die Dauer von mindestens einer 
Stunde bei - 80 °C tief gef roren, anschlieftend mit 600 \il 
Lysepuffer (500 mM Tris, 75 mM EDTA, 10 mM NaCl, 1 % SDS, pH 
9,0) versetzt und homogenisiert . Die lysierte Probe wird 10 

20 min. bei 4 °C und 5000 x g in einer Eppendorf-Tischzentrif uge 
zentrif ugiert, urn grobe Stuhlpartikel , Zelltriimmer, Bakterien 
und Nahrungsmittelreste abzutrennen. Der Oberstand wird ein 
zweites Mai bei 4 °C, 13000 x g 10 min, zentrif ugiert . Der DNA- 
haltige Oberstand wird mit dem gleichen Volumen einer 

25 Colestipolhydrochlorid-Losung (10 % Colestipolhydrochlorid in 
Lysepuffer) versetzt, gut durchmischt, 2 min. bei 
Raumtemperatur inkubiert und wie oben beschrieben bei 13000 x g 
zentrif ugiert . Nach einer Wiederholung dieses 
Extraktionsschrittes wird der klare Oberstand mit der 

30 Proteinase K (Endkonzentration 100 ug/ml) 2 Stunden bei 56 °C 
inkubiert. Die verdaute Probe wird mit dem gleichen Volumen 
einer Phenol-Chlorof orm-Isoamylalkohol-Losung (25:24 : 1) 
versetzt, gut durchmischt und 5 min. bei Raumtemperatur und 
13000 x g abzentrifugiert . Die wassrige, obere Phase wird ein 
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weiteres Mai mit dem gleichen Volumen einer Chloroform- 
Isoamylalkohol-Losung (24:1) versetzt und wie oben beschrieben 
zentrifugiert . Aus der wassrigen, oberen Phase kann die DNA 
durch eine Ethanolprazipi tation, durch Zugabe von 1/10- Volumen 
3 M Natriumacetat, pH 5,2 und 2,5-fachem Volumen 
100 %igem Ethanol, entfernt werden. Das in 75 %igem Ethanol 
gewaschene und bei Raumtemperatur getrocknete DNA-Pellet wird 
in 100 pi destilliertem Wasser gelost. Die DNA-Ausbeute betragt 
15-20 pg pro 200 mg Stuhlprobe mit einem A 26 o/A 2 8o-Verhaltnis von 
1,9. 5 pi dieser DNA- Lo sung werden zur Amplif ikation 
definierter Gene/Genabschnitte in einen 50 pl-PCR-Ansatz 
eingesetzt. Das Amplif ikationsgemisch ist identisch mit 
demjenigen des Beispiels 1. 



Beispiel 3 

Isolierung von DNA aus Vollblut: 

500 pi Citrat-, Heparin- oder EDTA-Blut Oder tief gef rorenes und 
wieder aufgetautes Blut werden mit 500 pi Lysepuffer (500 mM 
Tris, 75 mM EDTA, 10 mM NaCl, 1 % SDS, pH 9,0) versetzt und gut 
durchmischt. Die DNA-haltige Losung wird mit dem gleichen 
Volumen einer Colestyramin-Losung (2,5 % Colestyramin in 
Lysepuffer) versetzt, gut durchmischt, 2 min. bei 
Raumtemperatur inkubiert und wie oben beschrieben bei 20000 x g 
zentrifugiert. Nach einer Wiederholung dieses 
Extraktionsschrittes wird der klare Uberstand mit der 
Proteinase K (Endkonzentration 100 pg/ml) 2 Stunden bei 56 °C 
inkubiert. Die verdaute Probe wird mit dem gleichen Volumen 
Phenol versetzt, gut durchmischt und 5 min. bei Raumtemperatur 
und 20000 x g abzentrif ugiert . Die wassrige, obere Phase wird 
ein weiteres Mai mit dem gleichen Volumen einer Chloroform- 
Isoamylalkohol-Losung (24:1) versetzt und wie oben beschrieben 
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zentrifugiert . Nach effizienter Lyse aller eukaryontischen 
und/oder prokaryontischen Zellen und/oder Viren (gleichzeitige 
Inaktivierung infektioser Pathogene) und durch Denaturierung 
und enzymatischen Abbau von Proteinen (gleichzeitige Entfernung 
der an die Nukleinsaure gebundenen Proteine) kann die DNA aus 
der wassrigen, oberen Phase durch eine Ethanolprazipitation, 
durch Zugabe von 1/10-Volumen 3 M Natriumacetat , pH 5,2 und 
2,5-fachem Volumen 100 %igem Ethanol, pelletiert werden. Das in 
75 %igem Ethanol gewaschene und bei Raumtemperatur getrocknete 
DNA-Pellet wird in 30 \xl destilliertem Wasser gelost. Die DNA- 
Ausbeute betragt 5 - 10 \ig pro 500 ]il Vollblut mit einem 
A 2 6o/28o~Verhaltnis von 1,7. b \il dieser DNA- L6 sung werden zur 
Amplif ikation definierter Gene/Genabschnitte in einem 50 pl- 
PCR-Ansatz eingesetzt. Das Amplif ikationsgemisch ist identisch 
mit demjenigen des Beispiels 1. 
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PatentansprOche 

1. Verfahren zur Reinigung, gegebenenf alls auch Analyse, von 
Nukleinsauren aus biologischen Proben, dadurch gekennzeichnet , 
daft das Verfahren den Schritt umfaftt, daft die Nukleinsaure- 
haltige Probe mit einem Anionenaustauscher-Kunstharz umgesetzt 
wird, welches eine Bindungsaf f initat zu Gallensauren besitzt, 
wobei die mOglicherweise vorhandenen Inhibitoren fur die 
gegebenenfalls anschliefiende Nukleinsaure-Analysereaktion an 
das Anionenaustauscherharz gebunden und abgetrennt werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft das 
Anionenaustauscher-Kunstharz ein Polystyrol-Copolymer, welches 
mit Divinylbenzol vernetzt und durch den Einbau von tertiaren 
und/oder quartaren Ammoniumgruppen stark basisch gemacht wurde, 
umf afit . 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daft als 
Copolymer Colestyramin verwendet wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft das 
Anionenaustauscher-Kunstharz ein Polyalkylamin-Harz umfaftt. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daft das 
Copolymer aus Polyethylenpolyamin- und Epichlorhydrin-Monomeren 
gebildet wurde. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daft als 
Copolymer Colestipol verwendet wird. 

1. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daft bei der Umsetzung der Gehalt des 
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Anionenaustauscher-Kunstharzes in einer Har zsuspension 10 Gew.- 
% nicht ubersteigt. 

8. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch 

5 gekennzeichnet, daft die Nukleinsaure nach der Umsetzung mit dem 
Anionenaustauscher-Kunstharz durch einen Isolierschritt 
isoliert wird . 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daft der 
10 Isolierschritt durch Phenolextraktion mit anschlieflender 

Alkoholprazipitation erfolgt. 

10. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daft die gereinigte Nukleinsaure zur 

15 nachfolgenden Analyse einer Polymerase-Kettenreaktion 
unterworfen wird. 



11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet,. daft die 
Polymerase-Kettenreaktion in Gegenwart von Tragerprotein 

20 erfolgt. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dali 
die Tragerprotein-Konzentration mehr als 50 ug/ml betragt. 



25 13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, dadurch 

gekennzeichnet, daft der Polymerase-Kettenreaktionsansatz 
120-200 ug/ml Tragerprotein, 150-225 uM von jedem eingesetzten 
Desoxyribonukleosid-Triphosphat und 0, 75-1, 25 jiM von jedem 
eingesetzten Primer enthalt. 

30 

14. Verwendung von Colestyramin zum Reinigen und/oder 
Isolieren und gegebenenf alls anschlieftenden Analysieren von 
Nukleinsauren aus biologischen Proben. 
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15. Verwendung von Colestipol zum Reinigen und/oder Isolieren 
und gegebenenfalls anschlieftenden Analysieren von Nukleinsauren 
aus biologischen Proben. 



Inter >na( Application No 

PCT/EP 97/05129 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 C12Q1/68 



According to International Patent Ciassification(lPC) or lo both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 C120 



Documentation searched other than minimumdocumentation to Ihe extent that such documents are included in the field3 searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 018, no. 233 (C-1195), 28 April 1994 

& JP 06 023281 A (BABCOCK HITACHI KK ) , 1 

February 1994, 

see abstract 

DE 41 36 322 A (HOECHST AG) 6 May 1993 
see the whole document 

PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 096, no. 002, 29 February 1996 

& JP 07 277993 A (SEKISUI CHEM CO LTD), 

24 October 1995, 

see abstract 

EP 0 270 017 A (MOLECULAR BIOSYSTEMS INC) 
8 June 1988 

see claims and examples 

-/- 



1-3,7-14 

4-6,15 
4-6,15 

1-3,7-14 



1-3,7-14 



~X"| Further document* are listed in the continuation ol box C. 



El 



Patent famity members are listed in annex. 



Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E" earlier document but published on or after the international 
filing date 

"L N document which may throw doubts on priority daim(s) or 
which is cited to establish the pubhcationdate of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document refernng to an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the international tiling date but 
later than the pnority date claimed 



Date of the actual completion of themternational search 



"T" later document published after the international liling date 
or priority date and not in conflict with ihe application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

X" document of particular relevance, the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious lo a person skilled 
in the art. 

document member of the same patent family 



2 February 1998 



Date of mailing of the international search report 

19/02/1998 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Oflice. P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Muller, F 



Form PCT/1SA/21 0 (second sheet) (Jufy 1 992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



fnten ;nai Application No 

PCT/EP 97/05129 



C.(Continuallon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category : Citation ot document, with indication.where appropnate, ot the relevant passages 



Relevant to claim No. 



p,x 



OEUTER R . ET AL . , : "A method for 

preparation of fecal DNA suitable for PCR" 

NUCLEIC AIDS RESEARCH, 

vol. 23, no. 18, - 25 September 1995 

pages 3800-3801, XP002017414 

see the whole document 

WIDJ0JOATM0DJ0 M. N. ET AL.,: "The 

magnetic immuno polymerase chain raction 

assay for direct detetction of salmonellae 

in fecal samples" 

J. CLIN. MICROBIOLOGY, 

vol. 30, no. 12, - December 1992 

pages 3195-3199, XP002054106 

see whole document esp. abstract and 

di scussion 

KRAMVIS A. E AL.,: "Comparison of 
hepatitis B virus DNA extractions from 
serum by the QIAamp blood kit, 
genereleaser , and the Phenol-chloroform 
method" 

0. CLIN. MICROBIOLOGY, 

vol. 34, no. 11, - November 1996 

pages 2731-2733, XP002054107 

cited in the application 

see whole document esp. materials and 

methods 

FR 2 391 730 A (BRISTOL MYERS CO) 22 

December 1978 

see the whole document 



1-15 



1-15 



imttKJNAIIUJNAL, SEARCH KKFUK1 

information on patent family members 



Inter >nal Application No 

PCT/EP 97/05129 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



DE 4136322 A 



06-05-93 



NONE 



EP 


0270017 A 


08-06-88 


US 


4935342 A 


19-06-90 








All 


600997 B 


30-08-90 








AU 


8192787 A 


16-06-88 








CA 


1313359 A 


02-02-93 








DK 


631687 A 


02-06-88 








JP 


2564335 B 


18-12-96 








JP 


63154696 A 


27-06-88 


FR 


2391730 A 


22-12-78 


DE 


2822546 A 


07-12-78 








GB 


1573487 A 


28-08-80 








JP 


54017133 A 


08-02-79 








ZA 


7802729 A 


27-06-79 



Foirn PCT/ISA/210 (patent family annex) {July 1992) 



Intei onales Aktenzeichen 

PCT/EP 97/05129 



A KLASSIFIZIERUNG OES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C12Q1/68 



Nach der Internalionalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Kiassifikation und deriPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassitikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 C120 



Recherchrerie aber nicht zum Mindestprufstoff ge ho re nde Veroffenllichungen, soweit dieseunter die recherchierten Gebiete fallen 



V^ahrena der mternahonaien Recherche konsuliierte etektron.sche Oatenbank (Name der Datenbank und evil, verwendele Suchbegr.tfe, 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategone- 



Y 
Y 



Bezeicnnung der VerStfenilichung, soweit erforaarhch unler AncaDa der in Selracht kommenden Teile 



PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 018, no. 233 (C-1195), 28. April 1994 

& JP 06 023281 A (BABCOCK HITACHI KK), 

l.Februar 1994, 

siehe Zusammenf as sung 

DE 41 36 322 A (HOECHST AG) 6. Mai 1993 
siehe das ganze Dokument 

PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 096, no. 002, 29.Februar 1996 

& JP 07 277993 A (SEKISUI CHEM CO LTD), 

24.0ktober 1995, 

siehe Zusammenf assung 

EP 0 270 017 A (MOLECULAR BI0SYSTEMS INC) 
8.Juni 1988 

see claims and examples 

-/- 



Betr. Anspruch Nr. 



1-3,7-14 

4-6,15 
4-6,15 

1-3,7-14 



1-3.7-14 



Weitere Verbffentlichungen sind der Fort setzung von Few C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilje 



* Besondere Kalegonen von angegebenen Verbffentlichungen 
"A" Verbflentiichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen isl 

E" alteres Dokument. das jedoch ersi am Oder nach dem international 
Anmefdedatum verbffenllichl worden ist 

V Verbffentlichung. die geeignet ist. emen Priontatsanspruch zweifelhafi er- 
schemen zu lassen. Oder durch die das Verbffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Verbffent lie hung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben isl (wie 
ausgefuhrl) 

O" Verbffentlichung, die sich auf eine mundtiche Offenbarung, 

eine Benutzung. eine Ausstellung oder andere MaGnahmen bezieht 
"P" Verbffentlichung, die vor dem internalionalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten PrioriUtsdatum verdflentiicht worden ist 



T" Spatere Verbffentlichung, die nach dem internalionalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum verbffentlicht worden ist und mil der 
Anmeldung men! kollidiert. sondern nur zum Verstandms des der 
Erfindung zugrunaeliegenden Pnnzips Oder der ihr zuqrundelieqenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Verbffentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Verbffentlichung nicht als neu oder auf 
erfmderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

•'Y M Verbffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden. wenn die Verbftenthchung mileiner oder mehreren anderen 
Verbffentlichungen dieser Kategone in Verbindung gebracht wird und 
die8e Verbindung fur emen Fachmann naheliegend ist 

"A" Verbffentlichung, die Mitglied derseibenPatenrfamilie ist 



Datum des Abschlusses der inter nationalen Recherche 



2.Februar 1998 



Name und Postanschnft der Internalionalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentami. P. 8. 5818 Patentiaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (♦31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl 
Fax: <+3l -70) 340-3016 



Absendedalum des internalionalen Recherchenbenchts 



19/02/1998 



Bevollmachtigter Bediensteter 



MQller, F 



FormWatt PCT/1SA/2lO(BJatl 2) (Jufi 1992) 



INTERN ATION AU£K REUnKKClliUNtlliKH-tll 



Inter 



jnales Aktenzeichen 



PCT/EP 97/05129 



C.(Fortsettung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kaiegorie ' Bezeichnung der Veroftenlhchung, soweit erforderhch unter Angabe der in Betracht kommenden TeiJe 



Betr. Anspruch Nr. 



p.x 



DEUTER R. ET AL. ,: "A method for 

preparation of fecal ONA suitable for PCR" 

NUCLEIC AIDS RESEARCH. 

Bd. 23, Nr. 18, - 25 . September 1995 

Seiten 3800-3801, XP002017414 

siehe das ganze Dokument 

WIDJOJOATMODJ0 M. N. ET AL.,: "The 

magnetic immuno polymerase chain raction 

assay for direct detetction of salmonellae 

in fecal samples" 

J. CLIN. MICROBIOLOGY, 

Bd. 30, Nr. 12, - Oezember 1992 

Seiten 3195-3199, XP002054106 

see whole document esp. abstract and 

discussion 

KRAMVIS A. E AL.,: "Comparison of 
hepatitis B virus ONA extractions from 
serum by the OIAamp blood kit, 
genereleaser , and the Phenol -chloroform 
method" 

J. CLIN. MICROBIOLOGY, 

Bd. 34, Nr. 11, - November 1996 

Seiten 2731-2733, XP002054107 

in der Anmeldung erwahnt 

see whole document esp. materials and 

methods 

FR 2 391 730 A (BRISTOL MYERS CO) 

22.Dezember 1978 

siehe das ganze Dokument 



1-15 



1-15 



UN 1 U.KINA 1 1 UN KJ&Cm<^UlIUNlSl!JUIJll 1 

Angaben 2u Veroftenilichungon, die zur selben Patendamrfie gehbren 



I nter. 



nales AktdnzQichen 



PCT/EP 97/05129 



lm Recherchenbericht 
angetiihrtes Patentdokument 


Dalum der 
Veroffentfichung 


Patentfamilie 


Udium uer I 
Verbffentlichung j 


DE 4136322 A 


06-05-93 


KEINE 




EP 0270017 A 


08-06-88 


US 493534? A 


io-ok-oa 

1 j UD 






AN 600997 R 


ju uo \ 






AU ftl9?7ft7 A 


ID UO Oo I 






CA 1313359 A 


02-02-93 






DK 631687 A 


02-06-88 | 






JP 2564335 B 


18-12-96 






JP 63154696 A 


27-06-88 


FR 2391730 A 


22-12-78 


DE 2822546 A 
GB 1573487 A 


07-12-78 
28-08-80 



JP 54017133 
ZA 7802729 



08-02-79 
27-06-79 



Forml>latlPCT/1SA/2lO(Anhang Pa!enrtamdie)(Juli 1992) 



